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1. Resumen




Se evaluo el efecto de tratamientos con ozono en fase gaseosa sobre el ablandamiento y
la degradacion de pared celular de tomate durante el almacenamiento poscosecha. Se trataron
tomates en estado rojo claro con ozono (10 uL L) durante 10 min y se almacenaron a 20°C por 9
d. Los frutos tratados mostraron una menor tasa de ablandamiento que los frutos control. A fin de
analizar los mecanismos asociados con la menor pérdida de firmeza en los frutos tratados con
ozono, se realizd una caracterizacion parcial de los cambios en las paredes celulares. Se
efectuaron extracciones sucesivas del RIA (residuo insoluble en alcohol) con diferentes solventes.
Los frutos control durante el almacenamiento, mostraron un incremento en la solubilizacion de
pectinas en agua en detrimento de las fracciones mas fuertemente asociadas a la pared (solubles
en Na,COs;). Por su parte, en los frutos tratados con ozono este aumento no se observo. La
solubilizacién de componentes pécticos ha sido asociada en tomate con la pérdida de galactosa
de las ramificaciones laterales del ramnogalacturonano | por accion de la enzima B-galactosidasa.
De todos modos, cuando se determindé la actividad de esta enzima, no se encontraron diferencias
entre los frutos control y tratados. Otro cambio en los polimeros de pared que puede traducirse en
un incremento en la solubilidad de las pectinas es la reduccion del tamafo molecular. A fin de
evaluar esta posibilidad, se analizaron las fracciones pécticas por cromatografia de exclusion
molecular. Luego de 9 d de almacenamiento los frutos tratados con ozono mostraron una menor
depolimerizaciéon de pectinas solubles en Na,CO; que los frutos control. La depolimerizacion de
pectinas se asocia con la accion de enzimas tales como la poligalacturonasa (PG), pero en el
presente estudio no se observaron diferencias en la actividad PG entre frutos controles y tratados
con ozono. De todos modos, la capacidad de depolimerizacion de pectinas por PG esta
relacionada también con la naturaleza de los sustratos disponibles. Asi se conoce que la enzima
pectin metilesterasa (PME) al desesterificar las pectinas genera sustratos mucho mas favorables
para el clivaje por accion de PG. Cuando se determiné la actividad PME se observé que luego de
9 dias de almacenamiento, los frutos tratados con ozono mostraron una marcada reduccion en la
actividad respecto al control. Por ultimo, no se observaron modificaciones en las hemicelulosas
entre frutos control y tratados con ozono. Los resultados del presente trabajo muestran que los
tratamientos con ozono en dosis apropiadas reducen el ablandamiento poscosecha de tomate.
Los tratamientos provocan una disminucion en la depolimerizacion y solubilizacién de pectinas.
Estas modificaciones parecen estar asociadas con una reduccion en la actividad PME,
involucrada en la remocién de la metil esterificacion de poliurénidos y que constituye un pre-
requisito para la accion de PG y/o pectato liasa (PL). Algunos trabajos han descripto que la
exposicion de plantas al ozono incrementa la acumulacion de compuestos antimicrobianos y esto
se ha asociado con la reduccion en el ataque de patdégenos. No obstante, mas alla de la
activacién de mecanismos de defensa, es posible que el retraso en la degradacion de pared
celular contribuya a la reduccion en la susceptibilidad al desarrollo de microorganismos en frutos
tratados con ozono.

Palabras clave: tomate, ozono, pectinas, ablandamiento
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Abstract

We evaluated the effect of ozone treatments on tomato fruit softening and cell wall
degradation during postharvest storage. Fruit at the light red stage was treated with gaseous
ozone (10 uL L™ for 10 min in a hermetic tray and subsequently stored at 20°C for 9 d. Ozone-
treated fruit showed lower softening than control fruit. In order to analyze the mechanisms
associated with the reduced loss of firmness in ozone-treated fruit, we evaluated the changes in
fruit cell wall composition. We performed successive extractions of the AIR (alcohol insoluble
residue) with different solvents. Control fruit showed increased solubilization of pectins in water
associated with a reduced proportion of tightly bound pectins (Na,CO; soluble) during storage.
Ozone-treated fruit did not show this increase in water soluble pectins. Polyuronide solubilization
has been associated in tomato with loss of galactose from lateral chains of the pectic polymer
rhamnogalacturonan | by B-galactosidases. However, when the activity of this enzyme was
measured no differences were observed between control and treated-fruit. Other change that could
lead to increased solubilization of pectins is the reduction of the molecular weight of polyuronides.
In order to evaluate this possibility, pectins were analyzed by size exclusion chromatography. After
9 d of storage, ozone-treated fruit showed lower depolymerization of Na,CO; soluble pectins than
control fruit. Pectin depolymerization is associated with the activity of some hydrolases such as
polygalacturonase (PG). Interestingly, no differences in PG activity were found between control
and ozone-treated fruit. Pectin depolymerizing activity by PG and pectate lyase (PL) is associated
not only with the presence of these enzymes, but also with the nature of the available substrates.
Indeed, it is known that the enzyme pectin methylesterase (PME) desterifies pectins, generating
substrates much more prone to be cleaved by either PG or PL. When PME activity was determined
it was observed that after 9 d of storage ozone-treated fruit showed lower activity than control fruit.
Finally, no differences in hemicellulose content or solubilization were observed. Results suggest
that ozone treatments in appropriate doses are useful to delay tomato fruit softening. The
treatments prevent pectin solubilization and depolymerization. These modifications are associated
with a concomitant decrease in the activity of PME, involved in the desesterificaction of
polyuronides, which is required for the action of other cell wall degrading enzymes such as PG.
Some works have shown that ozone exposure in plants increases the accumulation of
antimicrobials and this has been linked to the reduction in decay. However, it is conceivable that
besides the activation of defense mechanisms, the delay in fruit cell wall degradation contributes to
the reduced susceptibility to pathogen attack observed in ozone-treated fruits.

Keywords: tomato, ozone, pectin, softening
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2. Objetivos




1- Evaluar el efecto de los tratamientos con o0zono sobre el

ablandamiento y contenido de pared celular de tomate.

2- Explorar el efecto de tratamientos con ozono sobre la solubilizacion

y depolimerizacion de componentes de pared celular de tomate.

3- Analizar el efecto de tratamientos con ozono sobre la actividad de
enzimas asociadas a la degradacion de pectinas en frutos de

tomate.
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3. Introduccion




3.1. GENERALIDADES DEL OZONO

El ozono (O3) es la forma triatdmica del oxigeno. Se caracteriza por su alta reactividad,

actuando de forma casi instantanea (Guzel-Seydim y col., 2004). A temperatura ambiente, el
0zono es un gas azulado, pero a las concentraciones a las cuales es normalmente producido, su
color no es detectable (Guzel-Seydim y col., 2004). La solubilidad del ozono en agua es trece
veces mayor que la del oxigeno y se incrementa a medida que la temperatura del agua disminuye
(Khadre y Yousef, 2001). El ozono tiene fuertes propiedades oxidantes, es un potente agente
desinfectante y precisamente estas propiedades han determinado su uso en la industria
alimentaria (Kim y col., 1999). Puede, en forma directa, participar en reacciones de oxidacion,
afectando el desarrollo de microorganismos, aunque es relativamente inestable en soluciones
acuosas. De todos modos, sus productos de descomposicién, denominados especies reactivas
del oxigeno también son capaces de ejercer efectos antimicrobianos (Khadre y Yousef, 2001). El
ozono y sus productos primarios de descomposicion actian sobre un amplio rango de
organismos, incluyendo bacterias, hongos (tanto formas vegetativa como estructuras de
resistencia), protozoos y algas (Guzel-Seydim y col., 2004). Sus efectos se asocian con multiples
reacciones, incluyendo la inactivacion de enzimas, la alteracion de acidos nucleicos y la oxidacion
de lipidos de membrana entre otros (Kim y col., 1999). La existencia de diversos sitios de accion
de este compuesto determina que resulte poco probable el desarrollo de resistencia por parte de
los microorganismos.

El ozono debe ser producido en el sitio en el que sera utilizado. En general puede

obtenerse a partir del oxigeno segun:

30, —» 203 AH=68.820 calorias

La energia necesaria para efectuar la reaccion anterior puede provenir de diferentes
fuentes. Los generadores de ozono cuentan con dos electrodos, situados de tal manera que exista
entre ellos un espacio regular en el cual se introduce un dieléctrico (Kim y col., 1999). El ozono se
produce al hacer circular por este espacio intermedio aire u oxigeno puro y provocando, una
diferencia de potencial elevada (Khadre y Yousef, 2001).

El uso del ozono debe realizarse en forma apropiada ya que se trata de un compuesto
altamente toxico que puede ocasionar severos dafos a la salud. Los sintomas de toxicidad, tales
como irritacién, pueden ocurrir por exposicion a concentraciones superiores a 0,1 ppm de ozono

en fase gaseosa (Khadre y Yousef, 2001).
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3.1.1. USOS DEL OZONO EN TECNOLOGIA DE ALIMENTOS

Existen numerosas areas de aplicacion del ozono en la industria alimentaria como la

higiene de superficies, la sanitizacién de equipamientos, y el reciclado del agua (Rice y col.,
1982). En 1997, el compuesto fue reconocido dentro de los productos GRAS (generalmente
reconocido como seguro) para aplicaciones en alimentos (US FDA, 1997) lo que incremento el

interés en su utilizacion.

a. Procesos de desinfeccién de agua

Normalmente, en el proceso de potabilizacion, el agua es desinfectada utilizando cloro. No
obstante, las propiedades del ozono como desinfectante alternativo se conocen desde hace
mucho tiempo (Xu, 1999). Ya a principios del siglo XX comenzé a ser utilizado para la
desinfecciéon de aguas en Francia. El ozono es efectivo para eliminar microorganismos como
Escherichia. coli y Salmonella sp. (Guzel-Seydim y col., 2004). Generalmente se utilizan 0,5 a 5
ppm de ozono con menos de 5 minutos de tiempo de contacto (Kim y col., 1999). También se ha
utilizado en la desodorizacion (por efecto de la oxidacion de cetonas, hidrocarburos, acidos,
derivados del azufre, compuestos nitrogenados, etc.) y eliminacién del color de aguas, ya que
reacciona con los elementos contaminantes (tales como manganeso y hierro), oxidandolos y
facilitando su posterior remocion. En el caso de aguas minerales, el Codigo Alimentario Argentino
establece que no deben poseer cloro residual, por lo que la ozonizacion es comun como

tratamiento alternativo.

b. Lavado de frutas y hortalizas

En Estados Unidos la FDA aprobé el uso de ozono, tanto disuelto en agua como en fase
gaseosa, como agente antimicrobiano para el tratamiento de alimentos, incluyendo frutas y
hortalizas frescas y minimamente procesadas. El ozono se ha aprobado especificamente dentro
de los sistemas de buenas practicas de manufactura. La capacidad de eliminacion de
microorganismos es variable dependiendo del producto y dosis utilizada. Achen y Yousef (2001),
observaron una reduccion de recuentos de E. coli O157:H7 en manzanas inoculadas con dicha
bacteria y tratadas durante 3 minutos con ozono. En términos generales, se ha observado la
reducciéon de la carga bacteriana en 2-3 unidades logaritmicas en los tratamientos con este gas
(Williams y col., 1995). Mas alla del potencial control de patégenos humanos, el ozono ha
mostrado ser efectivo sobre microorganismos fitopatégenos comunes de poscosecha, aspecto
que ha recibido mayor atencion a la fecha con respecto a los posibles beneficios de este tipo de
tratamientos (Barth y col., 1995; Sarig y col., 1996). De todos modos, en la actualidad en las
lineas de lavado el hipoclorito de sodio sigue siendo el producto mas comunmente utilizado. A

continuacion se presentan las principales caracteristicas del hipoclorito y del ozono:
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Tabla 1: Comparacion de las propiedades del ozono y del hipoclorito de sodio como desinfectantes.

Atributo

Hipoclorito

Ozono

Capacidad
antimicrobiana

Elimina patéogenos en forma efectiva.
Algunos protozoos formadores de esporas
son resistentes.

Elimina patégenos en forma efectiva,
inclusive las formas de resistencia.

Bajo costo. En muchos casos se requieren

Costo inicial del generador. El costo de

Costo repetir los tratamientos. utilizacion es bajo a moderado. Para

tratamientos con agua esta debe ser limpia.

Se aplica disuelto en el agua Puede aplicarse en agua o bien en fase

. . gaseosa, lo que podria resultar beneficioso
Aplicacion

en productos que no toleren el lavado o en
lineas de proceso en seco.

Efecto del pH

La efectividad es menor a pH 8 o superior.
Se debe ajustar a 6,0-6,5. A pH 4 o inferior
puede desprenderse Cls.

La efectividad no se ve afectada
marcadamente por el pH pero la
descomposicion del ozono se incrementa a
pH superior a 8.

disminuye su concentracion rapidamente.

Existen criticas relacionadas con la | Menor peligro, pero en el caso de aguas con
Subproductos del f . -
uso ormacion de compuestos  organicos | bromuro pueden formarse bromatos.
clorados.
Pueden eventualmente formarse cloraminas | EI ozono gaseoso es irritante su
S idad que son irritantes. La liberacion de cloro | concentracion debe mantenerse por debajo
egurida debe controlarse a fin de evitar niveles de | de 0,1 ppm.
exposicion superiores a 1 ug mL™".
En agua limpia es estable, pero si el | En agua limpia persiste varios minutos pero
Residualidad contenido de materia organica es elevado | en aguas sucias la residualidad es nula.

Dosis de uso

25-600 ppm dependiendo de la aplicacion.

No limitada por regulaciones. En el caso de
agua ozonizada la maxima concentracion
limitada por la solubilidad se ubica en 30
ppm a 20°C. En fase gaseosa se utilizan
concentraciones de 0,1-10 ppm.

Uso en agua caliente

Aumenta la efectividad pero puede favorecer
la liberacién de vapores.

No es practico, ya que reduce la solubilidad
y acelera la descomposicién del ozono.

Influencia en la
calidad del producto

Bajo riesgo de efectos negativos en dosis de
hasta 200 ppm.

En agua la posibilidad de dafio es baja. En
fase gaseosa puede en concentraciones
elevadas ocasionar fitotoxicidad.

Efecto en la calidad
del agua

Efectos negativos menores.

Principalmente efectos positivos favorece la
eliminacion de hierro y manganeso, olores y
sabores objetables.

Corrosividad

Alta, especialmente sobre hierro.

Mayormente ataca al aluminio, hierro, zinc y
algunos plasticos.

Tanto el ozono como el hipoclorito han mostrado ser eficaces para el control de
microorganismos (Xu, 1999). Las concentraciones de aplicacion son diferentes entre ambos
productos; mientras que se recomiendan 200 ppm de hipoclorito, dosis de 1-2 ppm han mostrado
ser eficaces en el caso del ozono. Una de las ventajas del ozono es su accion mas rapida que la
del hipoclorito, que determina que los tiempos de exposicion puedan ser mas cortos. Por otra
parte, la efectividad de este compuesto muestra muy poca influencia del pH, a diferencia de lo que
ocurre en el caso del hipoclorito (Tabla 1). Otra ventaja de su uso, es que no deja residuos
peligrosos en las superficies de los alimentos (Pascual y col.,, 2007). Finalmente, el ozono
presenta la posibilidad de realizar tratamientos en solucién o bien en fase gaseosa, lo que podria
resultar de utilidad en el caso de alimentos que no toleren el mojado. Ademas, esta forma de
aplicacién posibilita su uso para desinfeccién de ambientes. Algunas dificultades del uso de ozono

son que, en general, se requiere personal mas entrenado, asi como un control de la posible
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liberacion de este componente a la atmésfera, ya que puede resultar toxico en concentraciones
superiores a 0,1 ppm. Finalmente, si los tratamientos no se realizan en concentraciones
apropiadas pueden observarse modificaciones negativas en los alimentos. Por ejemplo, pueden
acelerarse reacciones de oxidacion indeseables y la aparicién de sintomas de fitotoxicidad en

algunos frutos (Rodoni, 2008).

c. Oxidacién del etileno y eliminacién de microorganismos

Ademas del uso de agua ozonizada en el lavado de los productos, la utilizacion de
ozonizadores capaces de liberar el compuesto en bajas concentraciones (0,1-0,3 ppm) en las
camaras de almacenamiento ha mostrado ser efectiva en ciertos casos (Perez y col., 1999). Este
tipo de estrategias puede contribuir por un lado a proteger a los productos contra el ataque de
microorganismos (Liew y Prange, 1994; Palou y col., 2002). Por otra parte, el ozono parece ser
efectivo en la remocién de etileno, con el consecuente beneficio para aquellos productos

altamente sensibles a esta hormona (Dickson y col., 1992; Smilanick, 2003).

3.1.2. EFECTOS DEL OZONO SOBRE LA MADURACION Y CALIDAD DE TOMATE

En tomate, se han evaluado diferentes tipos de aplicaciones de ozono (Tabla 2). Aguayo y
col. (2006) analizaron el efecto de exposiciones ciclicas al ozono (4 ppm cada 3 h por 30 min
durante 15 d) de tomate minimamente procesado. Estos tratamientos permitieron retrasar el
ablandamiento, mejorar las caracteristicas organolépticas (azucares y acidez) y reducir los
recuentos de bacterias mesdfilas y hongos. El segundo tipo de tratamientos que se ha estudiado
incluye la exposiciéon a atmésferas enriquecidas con ozono durante el almacenamiento, en forma
continua y por largos periodos. En este caso, se observé que concentraciones de 0,005-5 ppm
redujeron el desarrollo de Botrytis cinerea, Alternaria alternata y Colletotrichum sp., al afectar el
crecimiento de micelio y la capacidad de esporulacién. Resulta interesante destacar que el efecto
inhibitorio fue mas marcado en ensayos in vivo que in vitro, sugiriendo que la reduccion de
desarrollo de hongos estaria asociada, al menos en parte, con respuestas mediadas por los frutos
(Tzortzakis y col., 2007b; 2008). Esto se encuentra en linea con otros trabajos que muestran que
el ozono podria activar respuestas de defensa en plantas (Langebartels y col., 2002). Por otra
parte, los frutos de tomate tratados con ozono mostraron menor ablandamiento y mayor

aceptabilidad en paneles de evaluacién sensorial (Tzortzakis y col., 2007a).
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Tabla 2: Principales efectos de tratamientos con ozono en tomate.

Tipo de trat. Autores Conc. Tiempo Observ. Efectos principales
Tzortzakis 0,005- | 1-6d -Tratamiento en | -Retraso del ablandamiento.
y col., | 1 ppm fase  gaseosa. | -Menor reduccién en el contenido de
2007a Temperatura de | azUcares durante el almacenamiento.
almacenaje 13°C | -Andlisis sensorial muestra mejor
apariencia y sabor.
Tzortzakis 0,005y | 0-6d -Tratamiento en | -Menor producciéon de esporas de Botrytis
y col.,, | 5,0 fase  gaseosa. | cinerea y reduccion de lesiones visibles.
Exposicién | 2007b ppm Temperatura de | Los resultados sugieren que existen
por almacenaje respuestas mediadas por el fruto
periodos 13°C. involucradas en la determinacion del
largos fenotipo.
Tzortzakis 0,05-5 0-13d -Tratamiento en | -Reduccion de Alternaria alternata y
y col 2008 ppm fase  gaseosa. | Colletotrichum sp.
Temperatura de | -Menor esporulacién y crecimiento in vivo.
almacenaje Ensayos in vitro sugieren que la supresion
13°C. es en parte debido a cambios inducidos en
los frutos.
Aguayo vy | 4ppm | 30 min -Tratamientos -Retraso de ablandamiento Incremento de
Exposicion | col. 2006 repetidos cada 3 | azUcares y acidos.
ciclica h durante todo el | -Menor aroma y reduccién de 1 log en
almacenamiento | bacterias mesdfilas y mohos.
(15 d).
-Tomate
trozado.
Rodoni, 10 10 min Fase gaseosa. | -Reduccién de ataque de hongos y pérdida
2008 ppm Almacenamiento | de peso.
de los frutos a | -Incremento en la acumulacion de fenoles.
20°C. -Retraso de ablandamiento.
Tratam. Das y col., | 0-20 5-10 min -Fase gaseosa. -Tratamientos con 10 mg L' 5-10 min
cortos 2006 ppm -Tomate cherry. | fueron efectivos para controlar Salmonella.
Chaidez y | 1-2 mg | -Inmersién | -Agua -Inmersion redujo 2,32 y 2,53 log los
col., 2007 L’ 2 min. recuentos de Salmonella typhimurium
-Spray 30 mientras que en el asperjado la reduccion
seg. fue de 1,8 y 2,4 log para dosis de 1y 2 mg
L’ respectivamente. No fue mejor que el
hipoclorito.

Finalmente, algunos trabajos han evaluado la influencia de aplicaciones de ozono por
periodos cortos con buenos resultados. Asi, Chaidez y col. (2007) hallaron que la inmersion o el
asperjado de frutos con agua ozonizada (30-120 seg; 1-2 ppm) permitieron reducir los recuentos
de Salmonella typhymurium. Tratamientos con ozono gaseoso (10 ppm; 5-10 min) también
resultaron eficaces en el control de Salmonella (Das y col., 2006). Por su parte, Rodoni (2008)
estudio la influencia de la exposicion a atmésferas enriquecidas en ozono (10 ppm; 10 min) sobre
la calidad y maduracion de tomate, mostrando que estos tratamientos cortos son suficientes para
reducir la incidencia y enfermedades de poscosecha. En este trabajo, se observé ademas que los
tratamientos provocaron un incremento en los niveles de fenoles totales de los frutos, lo que
podria estar relacionado con la menor susceptibilidad al ataque de hongos. Por otra parte, los
frutos tratados se mantuvieron, al igual que en otros estudios mencionados anteriormente, mas
firmes que los control. Considerando que el excesivo ablandamiento es uno de los problemas mas
importantes durante el almacenamiento poscosecha de frutos (Vicente y col., 2007a), aquellos
tratamientos que permitan retrasar la pérdida de firmeza resultan de interés. Los resultados

hallados en tomates expuestos con ozono en diferentes condiciones muestran que, mas alla del
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control de patégenos humanos y de poscosecha, el retraso del ablandamiento es una de las
modificaciones observada en forma consistente (Aguayo y col., 2006; Tzortzakis y col., 2007a;
Rodoni, 2008). De todos modos, ninguno de los estudios realizados a la actualidad ha analizado
los cambios bioquimicos relacionados con el retraso del ablandamiento de frutos tratados con

0ozono.

3.2. ASPECTOS BIOQUIMICOS Y FISIOLOGICOS ASOCIADOS CON EL ABLANDAMIENTO
DE FRUTOS

3.2.1. Composicion vy arquitectura de paredes celulares vegetales

La pared celular esta compuesta por microfibrillas de celulosa, hemicelulosas, pectinas,
glicoproteinas estructurales y compuestos fendlicos. Son estructuras dinamicas y altamente
organizadas (Carpita y Gibeaut, 1993). Los azucares constituyen un 90% de su peso seco. La
pared celular primaria esta compuesta por numerosos polimeros que varian en estructura entre

las distintas especies. Los mismos se describen a continuacion:

a. Celulosa

Representa aproximadamente un 30% de los polisacaridos de pared. Esta compuesta por
cadenas de B-(1-4)-D-glucosa con un grado de polimerizacién de hasta 10.000. Las cadenas de
celulosa se asocian formando microfibrillas rigidas e inextensibles unidas por puentes de
hidrogeno. Cada microfibrilla se forma a partir de la asociacion de unas 36 cadenas de glucanos
(Carpita y McCann, 2000).

b. Hemicelulosas

Constituyen en el caso de paredes celulares primarias un tercio del total de los
polisacaridos parietales (Vicente, 2004). Bajo el término hemicelulosa o glucanos de
entrecruzamiento se agrupan componentes que se caracterizan por su solubilidad en alcalis
(Carpita y McCann, 2000). Son hetero-polisacaridos, y el mas abundante es el xiloglucano
(Maclachlan y Brady, 1994). Otros glucanos de entrecruzamiento que pueden hallarse en menor

proporcion incluyen a los glucomananos y glucuron-arabinoxilanos.

b.1. Xiloglucano: Poseen una cadena principal de D-glucosa asociada por enlaces pB-(1-4)
al igual que la celulosa, pero en este caso presentan ramificaciones laterales de D-xilosa
en forma regular en tres de cada cuatro residuos, asociados con uniones de tipo o al C 6
de la glucosa. Ocasionalmente las ramificaciones de xilosa pueden extenderse con

residuos de D-galactosa, L-fucosa o L-arabinosa.
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b.2. Galacto-glucomanano: Contienen una cadena principal compuesta por regiones -(1-

4)-D-glucanos y B-(1-4)-D-mananos en cantidades aproximadamente iguales con cadenas

laterales ocasionales con residuos de D-galactosa.

b.3. Glucuron-arabinoxilano: Poseen una cadena principal de f-(1-4)-D-xilosa con

cadenas laterales de D-arabinosa y acido D-glucurénico. Si bien pueden encontrarse en
Dicotiledéneas son comunes en Gramineas y en paredes secundarias de especies

lefiosas.

c. Compuestos de naturaleza péctica

Se caracterizan por un alto contenido de residuos de acido galacturénico, pudiendo ser
lineales o ramificados (Williats y col., 2001). Asociados con este acido pueden encontrarse
residuos de ramnosa, galactosa y arabinosa. En general en las paredes celulares vegetales se
distinguen 3 tipos diferenciados de compuestos pécticos: el homogalacturonano y los

ramnogalacturonanos de tipo | y Il (Brummell y Harpster, 2001).

c.1l. Homogalacturonanos: Compuestos de largas cadenas de &acido a-(1-4)-D-

galacturénico. Los mismos son sintetizados dentro de la célula y transportados por
vesiculas a la pared celular. Inicialmente estos presentan un alto grado de metil-
esterificacion en el C6 de los residuos de acido galacturénico (GalA), pero luego conforme
progresa el proceso de maduracién se observa una remocién de los metil-ésteres (Carpita
y McCann., 2000).

c.2. Ramnogalacturonano | (RG |): Consta de una cadena principal de residuos alternados

de a-1,2-D-ramnosa a-1,4-acido-D-GalA con largas cadenas laterales de azlcares
neutros, como arabinanos, galactanos y arabino-galactanos, unidos en la posicién 4 de

residuos de ramnosa (Brummell, 2006).

c.3. Ramnogalacturonano Il (RG II): Consiste de un nucleo central de acido a-(1-4)-D-

galacturénico como el homogalacturonano, pero con cadenas laterales complejas de
distintos tipos de azucares neutros, incluyendo apiosa que se encuentra presente solo en
este compuesto. El RG Il es un componente minoritario de la pared celular, pero a pesar
de esto, su capacidad de dimerizar formando puentes entre los residuos de apiosa de 2
moléculas de RG Il con el anién borato, afecta marcadamente la porosidad de la pared
celular (O’Neill y col., 2001; 2004).
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d. Proteinas estructurales

Finalmente, una pequena fraccion de las paredes celulares se encuentra constituida por
proteinas y componentes de naturaleza fendlica. Las proteinas representan 1-10% del peso seco
de la pared. Existen cuatro grupos diferentes de proteinas, algunas de las cuales estan altamente
glicosiladas. Las mismas se clasifican segun el aminoacido presente en forma mas abundante o
bien segun el tipo de dglicosilacion. Los cuatro grupos se denominan proteinas ricas en

hidroxiprolina, proteinas ricas en prolina, proteinas ricas en glicina y arabino-galactano proteinas.

e. Compuestos aromaticos

Los componentes de naturaleza fendlica pueden participar en la formacion de uniones di-
éster entrecruzando polimeros de la pared, unirse a residuos de arabinosa o galactosa del RG | o

bien pueden reducirse ser precursores de la formacién de lignina.

3.2.2. Interaccién de componentes de pared celular

En la pared, las microfibrillas de celulosa estan recubiertas y unidas por glucanos de
entrecruzamiento, de los cuales el mas abundante es el xiloglucano (Figura 1). Los xiloglucanos
estdn ligados firmemente a la celulosa por puentes de hidrégeno, uniendo microfibrillas
adyacentes (Brummell y Harpster, 2001). Los glucomananos y glucuron-arabinoxilanos, estan
presentes en la pared en menor cantidad y se asocian con las microfibrillas de celulosa también
por puentes de hidrégeno, aunque mas débilmente (Brummell, 2006). El espacio entre la matriz
celulosa-hemicelulosas esta ocupado por pectinas altamente hidratadas, que también forman una
red y se hallan unidas por enlaces tipo éster y por asociaciones de tipo ionico (Ridley y col., 2001).
Las redes de pectinas pueden, ademas, estar unidas por enlaces covalentes a algunas moléculas
de xiloglucanos e incluso a la celulosa (Thompson y Fry, 2000; Popper y Fry, 2005; Zykwinska y
col., 2005). Por ultimo, las proteinas estructurales forman una red adicional.

La estructura basica de la pared celular es probablemente como se describi
anteriormente, de todos modos, su composicion muestra variaciones entre especies, 6rganos,
tejidos y aun dentro de una misma célula. En el caso particular de frutos, en general se observa
un mayor contenido de pectinas (mas de 40% del total) respecto a otros 6rganos (Carpita y
McCann, 2000).
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RG | con cadenas laterales de arabinanos y galactanos

Hemicelulosa

Figura 1: Esquema de la pared celular primaria de frutos (Carpita y McCann, 2000).

3.2.3. Degradacion de polisacéaridos de pared celular durante la maduracién

La maduracion estd usualmente acompafada por una reduccion en la turgencia de las
células debido a una acumulacién de solutos osméticos en el apoplasto y a la pérdida de agua del
fruto. La disminucién de la turgencia reduce la presion sobre la pared y contribuye a alterar las
propiedades texturales del fruto (Shackel y col., 1991). Mas alla de esto, se cree que la pérdida de
firmeza de un fruto durante la maduraciéon es en gran parte resultado del desensamblaje de la
pared celular, que provee rigidez y es responsable de la adhesién intercelular (Brummell, 2006).

Durante la maduracion, los polimeros presentes en ella son progresivamente modificados.
Los analisis de los polisacaridos de la pared celular de frutos durante la maduracién han revelado
que ocurren grandes cambios tanto en las pectinas como en los glucanos (Brummell y Harpster,
2001). En términos generales, se observa que la estructura de la pared se torna cada vez mas
hidratada y las células pueden mas facilmente separarse (Brummell, 2006). Esta reduccion de la
adhesion célula-célula es causada por degradacion y disolucion de la laminilla media rica en
pectinas (Williats y col., 2001), que constituye la zona de contacto con células vecinas. De todos
modos, los procesos degradativos no se limitan a la laminilla media. Las principales
modificaciones que se han descripto pueden agruparse en procesos discretos pero inter-

relacionados, como: a) la pérdida de galactanos y arabinanos, b) la solubilizacién de pectinas, c)
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la depolimerizacién de pectinas, d) la demetil-esterificacion de pectinas y e) la depolimerizacion de

celulosa y hemicelulosas. A continuacién se describe brevemente cada uno de estos procesos:

a. Pérdida de galactanos vy arabinanos

La mayor parte de la galactosa y arabinosa en las paredes primarias esta presente como
B-(1-4)-D-galactano, 6 a-(1,5)-L-arabinano en cadenas laterales del ramnogalacturonano | (RG 1)
donde se considera que contribuyen a la flexibilidad de la pared. Precisamente un cambio
observado en frutos, en conjuncién con el proceso de maduracién, es la masiva solubilizacion y
pérdida de estos azucares (Gross y Sams, 1984). Se ha demostrado que la remociéon de las
cadenas de galactosa y arabinosa se asocia con un incremento en la solubilidad de las pectinas
(Redgwell y col., 1997). Por otra parte, estos cambios incrementan la porosidad de la pared, lo
que podria favorecer el acceso de hidrolasas y otras proteinas de degradacion de pared celular a
sus sustratos in vivo. En frutos como pera, frutilla, arandano y frambuesa se observa una marcada
pérdida de arabinosa en estados intermedios de maduracion. En tomate, el principal azicar que
muestra modificaciones es la galactosa, cuyo nivel disminuye conforme progresa la maduracion
(Gross y Sams, 1984).

b. Solubilizacién de pectinas

La solubilizacién de compuestos de pared celular se estudia realizando extracciones con
diferentes solventes. En términos generales las pectinas suelen fraccionarse en 3 grupos: 1)
aquellas altamente solubles y extraibles con agua; 2) una fraccién soluble en CDTA y otros
agentes capaces de complejar iones metalicos como el calcio y 3) un grupo de componentes
fuertemente asociados que deben ser extraidos en condiciones mas drasticas (solubles en
Na,CO; o HCI). Comunmente, durante la maduracién, la cantidad de poliurénidos solubles en
agua se incrementa (Rose y col., 1998; Carrington y col., 1993; Vicente y col., 2007b; Pefia y
Carpita, 2004). Esto ocurre a expensas de pectinas solubles en carbonato de sodio y CDTA
(Brummell, 2006). Estrictamente, sélo una porcion de los poliurénidos se torna soluble en agua,
mientras que otra fraccion permanece asociada a la pared por uniones idnicas o covalentes a
otros componentes de la pared. La solubilizacién de pectinas puede asociarse con diferentes
procesos. Como ya se mencioné anteriormente, un factor que puede incrementar la facilidad de
extraccidon de estos componentes es la remocion de arabinanos y galactanos. Por otra parte, el
clivaje de cadenas de homogalacturonanos podria también contribuir a incrementar su solubilidad
(Brummell, 2006).

c. Depolimerizacion de pectinas

La depolimerizacion de poliurénidos ha sido descripta en numerosas especies (Brummell,

2006). Este es, en general, uno de los cambios mas tardios asociado con el desensamblaje de
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pared y se lo ha asociado con el ablandamiento en estados avanzados de maduracion (Hadfield y
Bennett, 1998). De todos modos, el grado de depolimerizacién que sufren las pectinas depende
marcadamente del fruto considerado (Brummell, 2006). Asi por ejemplo, en pimiento la
disminucion del tamafio molecular medio de pectinas es practicamente nula, mientras que en palta
se visualiza una conversién completa de largos poliuronidos a moléculas muy pequefias. En
tomate, el proceso de depolimerizacion muestra niveles intermedios respecto a los dos frutos
mencionados anteriormente, pero resulta aun sustancial y claramente detectable mediante
cromatografia de exclusién molecular (Cantu y col., 2008). La depolimerizacién de pectinas es
llevada adelante por diversas enzimas (Fisher y Bennett, 1991). La que mas atencion ha recibido
es la poligalacturonasa, pero también se han encontrado productos de la accién de otras enzimas
como pectato liasas (Marin-Rodriguez y col., 2002). Mientras que estas enzimas son capaces de
degradar el homogalacturonano (que como se mencioné anteriormente constituye el compuesto
péctico mas abundante en las paredes), la depolimerizacién de cadenas principales de pectinas
como el ramnogalacturonano | requeriria la accién de la enzima ramnogalacturonano hidrolasa
(Mutter y col., 1998) que llamativamente ha recibido muy poca atencion (Gross y col., 1995).

Algunas caracteristicas de estas enzimas se mencionan mas adelante.

d. Demetilesterificacion de pectinas

Los homogalacturonanos son secretados a la pared celular de las plantas con un alto
grado de metil-esterificacion (ME), el cual disminuye durante el desarrollo debido a la accion de la
enzima pectin metilestearasa (Tieman y col., 1992; Tieman y Handa, 1994). En tomate verde
maduro aproximadamente el 90% de los residuos de acido galacturdnico de las paredes celulares
esta metil-esterificado, pero luego de la maduracién el grado de ME disminuye a 35% (Brummell,
2006). La demetilesterificacion provoca diferentes efectos sobre la estructura de la pared. En
primer lugar, afecta la solubilidad de las pectinas y modifica las condiciones en el apoplasto ya
que genera grupos carboxilos libres (disminuyendo el pH apoplastico e incrementando las cargas
negativas), lo que puede restringir el movimiento de proteinas cargadas positivamente (Ridley y
col., 1991; Williats y col., 2001). Desde el punto de vista del rol sobre el ablandamiento, su efecto
parece ser dual. Por un lado, y en presencia de calcio, regiones no esterificadas de moléculas de
homogalacturonanos se asocian a través de uniones ionicas, lo que podria incrementar la rigidez
de la pared. En contraposicién, la reduccion en el grado de metil-esterificacién puede favorecer el
progreso de la degradacién de las paredes celulares conforme avanza la maduracién. Esto es
debido a que las pectinas demetil-esterificadas constituyen un sustrato mucho mas favorable para

la accidon de enzimas como PG.
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e. Depolimerizacion de celulosay hemicelulosas

Las fracciones de glucanos de la matriz son preparadas por extraccion de paredes
celulares depectinadas en KOH, 4 6 24%, para producir extractos enriquecidos en glucanos
débilmente y fuertemente asociados respectivamente (Brummell y Harpster, 2001). A diferencia de
lo mencionado para la depolimerizacién de pectinas, que muestra grandes variaciones segun el
fruto considerado, la disminucion del tamafio molecular de hemicelulosas es un cambio que se ha
observado en todos los frutos analizados hasta la fecha (Brummell, 2006). En tomate, la
depolimerizacién ocurre solamente en glucanos unidos firmemente (principalmente xiloglucano)
(Maclachlan y Brady, 1994). Estos cambios se observan en estadios tempranos e intermedios de
maduracién y preceden en general a la depolimerizacion de pectinas (Brummell, 2006).

A diferencia de los descripto para las hemicelulosas, en general la celulosa no muestra
grandes modificaciones durante la maduracion de frutos (Brummell, 2006). Una excepcion es la

palta en la que si se observa una marcada degradacion (O’Donoghue y Huber, 1992).

f. Otras modificaciones de pared celular

Ademas del desensamblaje de la pared celular, la sintesis e incorporacion de nuevos
componentes en la pared continda durante toda la maduracion (Mitcham y col., 1989). Si bien los
procesos de degradacion han sido principalmente el foco de los estudios de ablandamiento de
frutos, no resulta posible descartar que la deposicion de polimeros durante la maduracion,

contribuya a formar nuevas asociaciones capaces de afectar la firmeza de los tejidos.

3.2.4. Proteinas asociadas ala degradacidn de pared celular

El desensamblaje de la pared celular vegetal durante el desarrollo se debe a la accion de
numerosas proteinas (Brummell, 2006). Arabidopsis contiene 379 glicosil-hidrolasas (Henrissat y
col., 2001). Muchas de estas poseen funciones relacionadas con la biosintesis o degradacién de
la pared celular. Mas alla de las hidrolasas, el metabolismo de las paredes celulares involucra la
accion combinada de otras enzimas como esterasas, liasas, Oxido-reductasas y trans-
glicosidasas. Mientras que algunas enzimas se encuentran presentes en forma constitutiva, otras
muestran variaciones conforme avanza el proceso de maduracion (Fisher y Bennett, 1991). La
actividad global en casi todos los casos representa el producto de la accion combinada de
diversas isoformas, posiblemente con distintos sustratos especificos (Brummell, 2006). Si bien
todas las especies de frutos presentan en general el mismo tipo de actividades enzimaticas, los

niveles y proporcion relativa de cada una pueden ser muy diferentes.
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a. Poligalacturonasa (PG)

Las poligalacturonasas catalizan la hidrélisis del acido poligalacturénico y pueden ser del
tipo, exo o endo enzimas. Las de tipo exo (EC. 3.2.1.67), hidrolizan unidades de &cido
galacturénico de los poliurénidos, mientras que las del tipo endo, (EC. 3.2.1.15), clivan estos
polimeros en posiciones internas. En tomate, la isoforma de PG asociada con el proceso de
maduracion es del tipo endo, lo que redunda en una elevada capacidad de reducir el tamafo
molecular de las pectinas (Carrington y col., 1993). El rol de esta enzima en el desensamblaje de
las paredes se infiere también a partir de su presencia en fitopatégenos, que durante el proceso
de colonizacién requieren degradar en forma exitosa la pared celular de los frutos. Asi, por
ejemplo el genoma de Botrytis cinerea presenta 6 PGs diferentes, muchas de las cuales se
inducen cuando el hongo se desarrolla en presencia de los frutos y no en medios de cultivo con
azucares simples disponibles (Cantu y col., 2008b). Un incremento en la actividad de PG ha sido
asociado leal avance en la maduracion de frutos, aunque la cantidad detectada varia ampliamente
entre especies. Los frutos de tomate y durazno poseen altos niveles de actividad PG (Brummell,
2006). Por el contrario, la actividad es muy baja en frutilla, boysenberry y melén (Vicente y col.,
2006, 2007c; Rose y col., 1998).

Por mucho tiempo se consider6 que esta enzima era crucial en la determinacion del
ablandamiento de frutos. De hecho la primer planta transgénica disponible a nivel comercial
consistié en tomates antisentido para PG que se denominaron FlavrSavr®. La supresion de PG
disminuyd la depolimerizacion de los poliurénidos y los frutos mostraron menor ablandamiento que

los control, pero sélo en estados avanzados de maduracién (Hadfield y Bennett, 1998).

b. Pectato liasa (PL)

Es conocida también como pectato trans-eliminasa (EC. 4.2.2.2), y cataliza al igual que PG
la degradacion de homogalacturonanos. No obstante, y a diferencia de esta, el clivaje no ocurre
por una reaccion hidrolitica sino por pB-eliminacién (Marin-Rodriguez y col., 2002). PL fue
estudiada en detalle en bacterias fitopatogenas como Erwinia, donde contribuye a la maceracion
de los tejidos vegetales durante la patogénesis (Benitez-Burracoy col, 2003). Su rol en el proceso
de infeccion parece ser crucial también en otros microorganismos. De hecho, la susceptibilidad de
paltas al hongo Colletotrichum gloeosporioides se reduce marcadamente mediante la disrupcion
del gen PELB que codifica para una pectato liasa (Yakoby y col., 2001). Del mismo modo, la
supresion de PL reduce marcadamente la virulencia de Nectria haematococca en arveja (Rogers y
col., 2000) y la infeccion de tejidos vegetativos de Arabidopsis por Erisiphe cichoracearum (Vogel
y col., 2002).

La actividad y/o expresion de genes de PL ha sido detectada en diversos frutos. En tomate
se han identificado oligosacaridos presentando el doble enlace caracteristico de la accion de PL

(Any col., 2005). En frutilla, la supresién de PL permitié obtener frutos mas firmes que los control,
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sugiriendo un rol importante de esta enzima en el ablandamiento (Jiménez Bermudez y col., 2002;

Santiago-Doménech 'y col; 2008).

c. fgalactosidasa (#gal)

Como se menciond anteriormente, uno de los cambios mas marcados que ocurre en las
paredes celulares de muchos frutos durante la maduracion, es la eliminacién de galactosa. En
tomate este cambio es muy marcado y el aumento de galactosa libre se observa en etapas
intermedias de la maduracién. Se considera que la enzima responsable de la degradacién de los
B-(1,4)-D-galactanos de la pared es la B-galactosidasa (EC. 3.2.1.23). Esta actividad ha sido
hallada en distintos frutos. En tomate, una de las isoformas de esta enzima (B-gal4), parece ser
importante como pre-requisito para facilitar el ablandamiento de frutos, ya que su supresion en

estados tempranos de la maduracién reduce la pérdida de firmeza (Smith y col., 2002).

d. Pectin metilestearasa (PME)

PME (EC. 1.1.11) se encuentra involucrada en la remocion de metil-ésteres del C6 de
residuos de acido galacturénico de ciertas pectinas. Ha sido identificada en diferentes tejidos y
afecta numerosos procesos como el desarrollo del tubo polinico, la adhesion celular y la abscision
entre otros (Ridley y col., 2001). PME es activa en frutos, ya que comunmente se observa que el
grado de esterificacion de las pectinas disminuye durante la maduracién (Brummell y Harpster,
2001). En tomate, la actividad se detecta durante todo el desarrollo del fruto, mostrando un
maximo cuando los frutos se encuentran en el estadio rojo claro para volver a disminuir
posteriormente. La actividad global resulta de la accion de al menos 3 isoformas PE1, PE2 y PE3
(Phany col., 2007).

e. Expansinas

Son proteinas capaces de incrementar la relajacién de las paredes celulares (Mc Queen-
Mason y col, 1992). Se cree que actuan ocasionando una disrupcion de los puentes de hidrégeno
entre las fibrillas de celulosa y los glucanos de entrecruzamiento, particularmente el xiloglucano
(Mc Queen-Mason y col., 1992). En una gran variedad de frutos como por ejemplo en tomate,
durazno vy frutilla, se ha descripto el aumento de la expresion de genes de expansinas en forma
simultanea con el ablandamiento. En tomate, se han detectado al menos 6 genes que codifican
para expansinas (Rose y col., 2000). El transcripto del primer gen de expansina que se describio
en este fruto (LeExpl) se acumula marcadamente durante la maduracion (Rose y col., 1997), y su
supresion reduce la tasa de ablandamiento (Brummell y col., 1999). Mas alla de la accién que se
ha propuesto en la interfase de la matriz de celulosa-hemicelulosa, estas proteinas parecen
afectar indirectamente la degradacién de pectinas, ya que es precisamente en esta fraccion,

donde se observaron los mayores cambios en los frutos suprimidos en Expl (Brummell y col.,
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1999). Las expansinas cooperarian con otras proteinas de degradacion de pared celular para
determinar el ablandamiento de frutos. De hecho, la supresién de PG y Expl en forma simultdénea
resulta en un retraso mas marcado del ablandamiento que la supresion de cada uno de estos

genes en forma individual (Cantu y col., 2008a).

f. Endo-£(1-4)-D-glucanasa / fqlucosidasa (EGasa)

Las enzimas causantes de la depolimerizacién de los glucanos de matriz de la pared

celular se conocen como celulasas (EC. 3.2.1.4) y B-glucosidasas (EC. 3.2.1.21). El nombre
celulasa utilizado originariamente se reemplazo por el de endoglucanasas (EGasas), ya que no se
ha demostrado actividad de muchas de estas enzimas sobre la celulosa cristalina, sino sobre
carboxi-metil-celulosa un derivado soluble de esta, que se utiliza comunmente en los ensayos in
vitro. Las EGasas hidrolizan enlaces internos de cadenas de glucanos unidos en uniones p-(1-4)-
D adyacentes a residuos no sustituidos. En la pared celular, sus sustratos probablemente incluyen
xiloglucanos y ciertas regiones de la celulosa no cristalina y posiblemente glucomananos. En
tomate, la actividad EGasa esta presente durante todo el desarrollo del fruto y 2 isoformas (Cel1 y
Cel 2) han sido detectadas. Su contribucion a la maduracién no parece ser importante con la
evidencia actual, ya que los frutos transgénicos en los que se suprimieron genes de EGasa, no

han mostrado una reduccién en el proceso de ablandamiento (Brummell y col., 1999).

g. Otras enzimas

g.1. o-lL-arabinofuranosidasa (a-Afs): Esta enzima (EC. 3.2.1.55) libera residuos

arabinofuranosil terminales a partir de los extremos no reductores de los polimeros ricos en
arabinosa. Estos incluyen, en el caso de frutos, principalmente cadenas laterales de pectinas
tipo RG I. En tomate se han detectado tres isoformas de a-Afs (Sozzi y col., 2002), pero su rol

en el proceso de ablandamiento de frutos no se ha elucidado.

g.2. ay pxilosidasa (Xil) (EC. 3.2.1.37): La enzima o-xil cataliza la hidrdlisis de residuos de a-

xilosa del xiloglucano. Por su parte las p-xil participan en la degradacion de xilanos y otros
polimeros conteniendo B—xilosa (Cleenput y col., 1997). Su contribucién al proceso de
ablandamiento de frutos no se conoce. En frutilla, se observé que la expresion de un gen de f-
xil y la actividad enzimatica fueron superiores en un cultivar con mayor tasa de ablandamiento

(Bustamante y col., 2006).

g.3. Acetil-esterasa_(AE): Mas alla de la metil-esterificacion de pectinas descripta

anteriormente, algunos componentes de la pared celular pueden presentar O-acetilacion. Si

bien el grado de acetilaciéon puede ser bajo (con algunas excepciones como la remolacha
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azucarera), se ha demostrado que la presencia de estas modificaciones afecta las
propiedades fisico-quimicas de los polimeros y su susceptibilidad a ser degradados. Asi, por
ejemplo, la enzima PL de Erwinia sp. solo cliva aquellos residuos de acido galacturénico que
no se encuentren acetil-esterificados (Shvchik y col., 1997). La enzima acetil esterasa (EC.
3.1.1.6) participa en la remocién de acetil-ésteres de polimeros de pared (Vercauteren y col.,
2002). Ha sido estudiada principalmente en microorganismos, pero se han identificado
también en plantas (Searle-van Leeuwen y col.,, 1992). Su contribucién al proceso de

ablandamiento no se conoce.

3.2.5. Otras modificaciones del ambiente apoplastico

El analisis de fluido apoplastico de frutos de tomate, ha mostrado que existen grandes
modificaciones en el pH y fuerza idnica durante la maduracion (Almeida y Huber, 1999). Con
respecto al pH, se observa un descenso de valores cercanos a 6,7 en frutos verde maduros a 4,4
en frutos en estadio rojo (Chun y Huber, 1998). Esto podria influenciar la actividad de las enzimas

in vivo (Rose y col., 2003).
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4. Materiales y métodos




4.1. MATERIAL VEGETAL Y TRATAMIENTOS CON OZONO

Se cosecharon tomates (Solanum lycopercicum) en estado de maduracién rojo claro. Los

frutos fuera de tipo, o con presencia de defectos, se eliminaron. Luego se colocaron en una
camara hermética, que se conectd a un equipo generador de ozono (Dobzono, modelo Ozolab
100). El nivel de ozono en el recipiente se controlé con un sensor equipado con un semiconductor
de o6xidos de metales (DCMIV, International Xilix SA Argentina) y se mantuvo en una
concentracién de 10 uL L™ por 10 min. Finalizado el tratamiento los frutos se almacenaron a 20°C
por 9 d. Inmediatamente luego de los tratamientos o al final del periodo de almacenamiento se
tomaron muestras para realizar las determinaciones con fruto fresco o bien se congelaron en

nitrégeno liquido y se almacenaron a -20°C hasta su uso.

4.2. FIRMEZA

Se utilizé un equipo Texture Analyzer (TA.XT2, Stable Micro Systems Texture
Technologies, Scarsdale, NY) equipado con una sonda plana de 8 mm de diametro. Cada fruto se
deformé 6 mm a una velocidad de 0,5 mm s™' en la zona ecuatorial y se registré la fuerza
maxima durante el ensayo. Se realizaron 3 determinaciones por fruto y se analizaron por lo menos
30 frutos independientes para cada tratamiento y tiempo de almacenamiento. Los resultados se

expresaron en N.

4.3. AISLAMIENTO DE POLISACARIDOS DE PARED CELULAR Y DETERMINACION DE
RESIDUO INSOLUBLE EN ALCOHOL

Los polisacaridos de pared celular se obtuvieron como residuo insoluble en alcohol (RIA)

de acuerdo a d’Amour y col. (1993), con modificaciones menores. Aproximadamente 30 g de
tejido congelado se homogeneizaron con 100 mL de etanol y se mantuvieron en ebullicién por 45
min. La muestra se filtré6 por vacio y el residuo se lavé dos veces con etanol, dos veces con
metanol:cloroformo (1:1) y 2 veces con acetona. Luego el RIA se llevd a estufaa 37°C por2d y se

peso. Los resultados se expresaron como g de RIA por 100 gramos de fruto fresco.

4.4. AZUCARES NEUTROS Y ACIDOS URONICOS TOTALES DE PARED CELULAR

Cinco miligramos de RIA se solubilizaron adicionando 0,5 mL de H,SO4, 98% p/p en un

bafio de agua hielo y agitando por 10 min. Esta operacion se repitio tres veces. Posteriormente se
agregaron 0,5 mL de agua y se agité por 10 min. Esta operacion se repitié 3 veces. Finalizado el
proceso de disolucién, las muestras se llevaron a un volumen final de 10 mL y se tomaron
alicuotas para la determinacion de acidos urénicos que se realizé segun Blumenkrants y Asboe-
Hansen (1973). Se tomaron 100 uL de las muestras, se llevé a 200 uL con agua destilada y se
agregé 1 mL de solucién de borato de sodio 75 mM en acido sulfurico 98% p/p. Se llevo a

ebullicién por 10 min y luego se agregé a cada tubo 20 uL de m-fenilfenol (0,15% p/v en NaOH
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0,5% p/v). Se midid la absorbancia a 520 nm. La curva de calibracion se realizd utilizando una
solucién de acido galacturénico (200 ug mL™) como estandar. Para la determinacion de azucares
neutros se utilizé el método descripto por Yemm y Willis (1954). Se tomaron 100 pL de las
muestras, 400 uL de agua y se adiciond 1 mL del reactivo de antrona (2 mg de antrona por mL de
H,SO,4 98% p/p). Se llevd a ebullicion por 10 min, se enfriaron los tubos y se midi6 la absorbancia
a 620 nm. La curva de calibracién se realizé utilizando una solucién de glucosa (200 pg mL™)
como estandar. Las determinaciones se realizaron por duplicado y los resultados se expresaron

como porcentaje de acidos urdnicos o azucares neutros en el RIA.

4.5. SOLUBILIZACION Y CUANTIFICACION DE PECTINAS

Los poliurénidos se aislaron de acuerdo a Vicente y col., (2007b), con modificaciones

menores. Alicuotas de 100 mg de RIA se suspendieron en 15 mL de agua y se agitaron a 20°C
por 12 h. El homogenato se filtré y el solido se lavo tres veces con 10 mL de agua destilada. Los
filtrados se denominaron pectinas solubles en agua (FSy.o). El residuo luego se resuspendié en
20 mL de buffer acido acético/acetato de sodio 0,05 M conteniendo CDTA 0,04 M, pH 4,5 y se
agité durante 12 h a 20°C. ElI homogenato se filtr6 y el residuo se lavé tres veces con 10 mL del
mismo buffer. Los filtrados se denominaron pectinas solubles en CDTA (FScpra). Finalmente el
residuo obtenido se resuspendié en 100 mL de Na,CO; 0,05 M y se extrajo por 6 h a 4°C. El
homogenato se filtré y el residuo se lavé tres veces con aproximadamente 10 mL de Na,CO3 0,05
M. El filtrado obtenido se denominé pectinas solubles en Na,CO3; (FSna:cos)- La concentracion de
azucares neutros y acidos urénicos de todas las fracciones se determind por los métodos de
Yemm y Willis (1954) y Blumenkrants y Asboe-Hansen (1973), respectivamente. En todos los
casos las determinaciones se realizaron por duplicado. Los resultados se expresaron como
porcentaje de pectinas o azucares neutros en las fracciones extraidas en agua, CDTA o Na,CO;

respecto al total.

4.6. SOLUBILIZACION Y CUANTIFICACION DE HEMICELULOSAS

El residuo proveniente de la extraccion de pectinas se agité por 6 h con 20 mL de KOH 4

% a 4°C. El homogenato se filtré y luego se lavo tres veces con 5 ml de KOH 4 %. Los filtrados
obtenidos se denominaron fraccion hemicelulosas (FSkons%). Se realizé el mismo procedimiento
pero utilizando KOH 24 % denominandose esta fraccidn, FSkone. La cuantificacion de
hemicelulosas se realizé luego de la hidrdlisis con H,SO4 a 100°C por 15 min. La determinacion
de azucares liberados se realizé por el método descripto por Yemm y Willis (1954), utilizando
glucosa como estandar. Las determinaciones se realizaron por duplicado y los resultados se

expresaron como mg de glucosa por g de fruto.
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4.7. DEPOLIMERIZACION DE PECTINAS

En funcién de los resultados obtenidos, se realizd para las muestras de interés, una

determinacion de distribucion de tamafio molecular por cromatografia de exclusion. Las mismas
se realizaron segun Vicente y col., (2007b). Se dializaron frente a agua las fracciones solubles en
Na,COj3;, se congelaron y luego se liofilizaron. Se utilizé una columna de 105 centimetros de
longitud y 1,8 centimetros de diametro. La columna se rellené con Sepharose™ CI6B. Se utilizé
como buffer de corrida acetato de amonio 200 mM; pH 5,0. Se utilizaron patrones de 0,5 mg mL""
de dextrano (PM 5.000.000) y glucosa para determinar el volumen muerto y efectivo. El volumen
de la columna fue de 240 mL, el volumen muerto de 40 mL y el volumen efectivo de 200 mL. Se
ajusté el caudal de la columna a 1 mL min” y se sembraron aproximadamente 5 mL de cada
fraccion disuelta en el buffer de corrida. Se colectaron 80 fracciones de 2,5 mL cada una. Los
tubos se colocaron en un bafio de agua a 40°C para eliminar el amonio que interferiria con la
determinacion de acidos urdnicos. La concentracion de acidos urdnicos de todas las fracciones se

determind por el método del m-hidroxidifenilo (Blumenkrants y Asboe-Hansen, 1973).

4.8. ACTIVIDAD DE ENZIMAS QUE PARTICIPAN EN LA DEGRADACION DE PARED
CELULAR

4.8.1. B-galactosidasa (B-gal)

Aproximadamente 5 g de frutos congelados se procesaron en un molinillo y se extrajeron
con 16 mL de buffer (acido acético/acetato de sodio 50 mM pH 5,5; NaCl 1 M; PVPP 10 gL™). La
suspension obtenida se agitdé por 2 h y luego se centrifugd a 12.000 x g por 10 min. El
sobrenadante obtenido se utilizé para la determinacién de la actividad B-gal. Se prepararon dos
extractos para cada tratamiento y tiempo de almacenamiento analizado y las determinaciones se
realizaron por duplicado. La actividad p-gal se midié en una mezcla de reaccién conteniendo, 800
uL de buffer acido acético/acetato de sodio 0,05 M pH 5,0, 200 pL de p-nitrofenil B-D-
galactopiranésido 3 mM y 500 uL del extracto. La mezcla de reaccion se incub6 a 37°C y se
tomaron alicuotas de 200 uL a diferentes tiempos y se adicionaron 500 uL de Na,CO; 0,4 M. Se
midié la absorbancia a 410 nm. La actividad B-galactosidasa se expres6é como la variacién en la

absorbancia kg” h™.

4.8.2. Poligalacturonasa (PG)

Aproximadamente 5 g de frutos congelados se procesaron en un molinillo con 16 mL de
buffer de extraccion (acido acético/acetato de sodio 50 mM pH 5,5; NaCl 1 M;
polivinilpolipirrolidona; PVPP 10 g L™). La suspensién obtenida se agité por 2 h y luego se
centrifugd a 12.000 x g por 10 min. El sobrenadante se dializé por 12 h en buffer acido

acético/acetato de sodio 50 mM pH 5,5. El extracto obtenido se utilizé para la determinacion de la
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actividad PG. Todos los pasos durante la preparacion de los extractos se realizaron a 0-4°C. Se
prepararon dos extractos para cada tratamiento, y tiempo de almacenamiento analizado y las
determinaciones se realizaron por duplicado. La actividad se ensay6 en una mezcla de reaccion
conteniendo acido acético/acetato de sodio 50 mM pH 5,5; acido poligalacturénico 0,15% p/v 'y
600 pL extracto enzimatico. La mezcla de reaccion se incub6 a 37°C y se tomaron alicuotas de
200 uL a diferentes tiempos y el 4cido galacturénico (AG) liberado se midié con 2-ciano-acetamida
de acuerdo a Gross (1982). Las alicuotas provenientes de la mezcla de reaccion se adicionaron a
tubos conteniendo 1 mL de borato de sodio 0,1 M. Posteriormente se adicionaron 200 pL de 2-
ciano-acetamida 1% y se mantuvieron los tubos a ebullicion por 10 min. Posteriormente se
determiné la absorbancia a 276 nm. Se realizd una curva de calibracién utilizando &cido

galacturénico (AG) como estandar. Los resultados se expresaron como pg de AG kg™ h™.

4.8.3. Pectin metilesterasa (PME)

Aproximadamente 5 g de frutos congelados se procesaron en un molinillo con 16 mL de
NaCl 1 My PVPP 10 g L. La suspensién obtenida se agitd por 4 h y luego se centrifugé a 12.000
x g por 30 min. El sobrenadante se ajusté a pH 7,5 con NaOH y se utilizé6 para ensayar la
actividad PME. Se realizaron dos extractos para cada tratamiento y tiempo de almacenamiento
analizado y las determinaciones se realizaron por duplicado. La actividad se ensayd en una
mezcla de reaccion conteniendo 1 mL de pectina 0,5% p/v, 400 uL de azul de bromotimol 0,01%
en buffer fosfato 0,003 M pH 7,5; 1,55 mL de agua pH 7,5 y 50 uL de extracto enzimatico. Se
midio la reduccion de la densidad 6ptica a 620 nm a 37°C. Los resultados se expresaron como el

cambio en la absorbancia kg™ h™.

4.9. ANALISIS ESTADISTICO

Los experimentos se realizaron de acuerdo a un disefio factorial. Los datos se analizaron

por medio de ANOVA y las medias se compararon con un test de Fisher a un nivel de significancia
de a = 0,05.
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9. Resultados y discusion




5.1. EFECTO DE TRATAMIENTOS CON OZONO SOBRE EL ABLANDAMIENTO Y
COMPOSICION GLOBAL DE PARED CELULAR EN TOMATE.

El ablandamiento excesivo es uno de los problemas mas importantes en la conservacion

poscosecha de muchos frutos (Brummell, 2006). La pérdida excesiva de firmeza es
particularmente importante en el caso de tomate, ya que se traduce en un incremento en la
susceptibilidad al dafio mecanico y al ataque de hongos, lo que resulta negativo durante la
distribucion y transporte (Cantu y col., 2008a). Este proceso se ha asociado con la degradacion de
paredes celulares. El primer objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto de los tratamientos con

ozono sobre el ablandamiento y contenido total de pared celular de tomate.

5.1.1. Firmeza

La Figura 2 muestra los cambios en la firmeza de frutos control y tratados con ozono
durante el almacenamiento a 20° C. En ella se ve que inmediatamente luego de la exposicion al
o0zono, no se observaron diferencias significativas de firmeza entre los frutos control y tratados. No
obstante, la velocidad de ablandamiento durante el periodo de almacenamiento fue menor en los
frutos tratados con ozono. La pérdida de firmeza en los frutos control fue de 1,8 N dia™ mientras
que este valor fue de 1,3 N dia’' para los frutos sometidos al tratamiento con ozono.
Consecuentemente luego de 9 dias de almacenamiento los frutos tratados mostraron valores de

firmeza significativamente superiores a los de los frutos control.
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Figura 2: Firmeza en frutos de tomate control y tratados con ozono y almacenados a 20°C por 9 d. La barra

representa la diferencia minima significativa (LSD) a un nivel de significancia de o= 0,05. El asterisco

muestra diferencias significativas del respectivo control.

Otros trabajos también describieron que los tratamientos con ozono permitieron mantener

la firmeza de frutos de tomate (Aguayo y col., 2006; Tzortzakis y col., 2008). No obstante, la
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duracién de la exposicién a la atmdsfera enriquecida en ozono en estos casos fue mucho mayor
(13-15 dias) y la concentracion utilizada (0,005-4 ppm) inferior a la ensayada en el presente
estudio. Los resultados hallados muestran que exposiciones por periodos cortos (10 min, 10 ppm)
pueden también ser beneficiosas para retrasar el ablandamiento de frutos de tomate. Los estudios
realizados a la fecha no obstante se han limitado a describir el efecto sobre la firmeza sin analizar
las modificaciones que podrian estar asociadas con el fenotipo observado. En ese sentido, en
este trabajo se decidié avanzar en el estudio de los cambios bioquimicos relacionados con el

retraso del ablandamiento en frutos expuestos a atmdésferas enriquecidas en ozono.

5.1.2. Residuo insoluble en alcohol, azUcares neutros v acidos urénicos totales

El ablandamiento de frutos durante la maduracion es afectado por diversos factores. En el
caso de frutos en los que la expansién y maduracion se superponen como la frutilla o frambuesa,
la elongacién celular puede afectar las propiedades texturales (Sexton y col., 1997; Waldron y col.,
2003). Cambios en la presién de turgencia de las células, el dafio de membranas celulares y la
deshidratacion excesiva, también pueden traducirse en modificaciones en la firmeza (Shackel y
col., 1991; King y col., 2000; Salentijn y col., 2003). Mas alla de la influencia de los factores
previamente mencionados, se conoce que la degradacion de pectinas, hemicelulosas y en ciertos
casos celulosa, posee un rol central en la alteracion de la estructura de la pared celular que se
asocia con la pérdida de firmeza (Huber, 1984, Seymour y col., 1990). En el presente trabajo el
contenido total de pared celular, determinado como residuo insoluble en alcohol (RIA), representd
valores cercanos al 1,3% del peso de los frutos (Figura 3) y no mostré diferencias entre los
tratamientos ni cambios en el almacenamiento. Es posible que debido a que se trabajé con frutos

en estado de maduracion rojo claro esta determinacién no permita evidenciar modificaciones.
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Figura 3: Contenido de pared celular total (RIA) en frutos control y tratados con ozono durante el
almacenamiento a 20°C por 9 d. La barra representa la diferencia minima significativa (LSD) a un nivel de

significancia de o= 0,05.
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Como se menciond anteriormente los polisacaridos son los componentes mayoritarios de
las paredes celulares. Por lo tanto, se analizé el contenido de acidos urdnicos y azucares neutros
en el RIA. La determinacion de acidos urdnicos permite estimar la proporcion de pectinas en la
pared celular, ya que el acido galacturonico es el residuo mas abundante en estos compuestos.
Por su parte, la determinacién de azucares neutros estima los niveles de otros azucares no
acidos. Los azucares neutros se encuentran en las paredes celulares vegetales, principalmente
asociados con la hemicelulosa y celulosa (Carpita y McCann, 2000) y ciertos polimeros pécticos
(Carpita y Gibeaut, 1993). Los resultados obtenidos mostraron que las pectinas representaron
aproximadamente un 40% de los azucares presentes en el RIA, correspondiendo el 60% restante
a los azucares neutros (Figura 4). Estos niveles fueron similares para frutos control y tratados y no

mostraron grandes variaciones durante el periodo de almacenamiento.
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Figura 4: Azlcares neutros y acidos urénicos en la pared celular de frutos de tomate control y tratados con

ozono y almacenados a 20°C por 9 d. LSD (a= 0,05) = 8,1%
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5.2. EFECTO DE TRATAMIENTOS CON OZONO SOBRE LA SOLUBILIZACION Y
DEPOLIMERIZACION DE COMPONENTES DE PARED CELULAR

En tomate se han estudiado en detalle los cambios en la pared celular asociados al

ablandamiento y se conoce que el desensamblaje de los polisacaridos parietales es marcado
(Brummell y Harpster, 2001). En ese sentido, se decidié avanzar con el estudio mas detallado de

las modificaciones de los polimeros presentes en el RIA a partir de su fraccionamiento.

5.2.1. Solubilizacién de pectinas

Con el objetivo de estudiar este proceso de solubilizacion de los componentes de la pared
celular, se realizaron extracciones sucesivas del RIA con diferentes solventes. La secuencia de
fraccionamiento se muestra en la Figura 5. Las primeras 3 extracciones se realizaron con agua,
CDTA y Na,COs;. En general, en estas fracciones, se solubilizan principalmente los componentes
de naturaleza péctica. La extraccién en agua permite solubilizar a las pectinas labilmente
asociadas a la pared. Por su parte, la extraccion con CDTA, solubiliza polisacaridos asociados a
por puentes de calcio. Por ultimo la extraccién con Na,COj; permite solubilizar componentes

unidos a la pared en forma covalente.

Pared celular (RIA)

< 1°Extraccion con H,0
a20°Cpor12h

Fraccion soluble en agua (FSHZO)

2° Extraccion con CDTA 50 mM
< pH 4,5y a 20°C por 12 h

Fraccion soluble en CDTA (FS¢pa)

3° Extraccion con Na,CO, 50 mM
a4°Cpor6h

Fraccién soluble en Na,CO; (FSy, co)

Figura 5: Esquema del fraccionamiento de pectinas a partir de los RIA.
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Luego de las extracciones, se procedié a determinar en cada fraccion para los frutos
control y tratados con ozono el contenido de acidos urdénicos y azucares neutros. En este caso se
observé un comportamiento diferencial entre los tratamientos. Al inicio del almacenamiento la
fraccion de pectinas labilmente asociadas a la pared (FSy.o) representd aproximadamente un 25-
30% del total tanto en frutos control como en los tratados con ozono y, mientras que este
porcentaje se increment6 a cerca del 42% del total de las pectinas en los frutos control luego de 9
d a 20°C, en los frutos tratados con ozono no se observaron variaciones respecto al valor inicial
(Figura 6). ElI aumento en la proporcion de pectinas solubles en agua en los frutos control se
asocid con una reduccion de las pectinas idnicamente (FScpra) asociadas a la pared desde
valores de 49% al comienzo del ensayo hasta 34% al final del periodo de almacenamiento. Por
otro lado, las pectinas unidas covalentemente a la pared (FSna2cos) No se vieron modificadas a lo

largo del almacenamiento tanto en frutos control como tratados.
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Figura 6: Acidos urénicos en las fracciones solubles en agua, CDTA y carbonato de sodio de frutos de

tomate control y tratados con ozono y almacenados a 20°C por 9 d. LSD (a= 0,05) = 9,8%.
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El mismo patrén con respecto al incremento en las fracciones solubles en agua de frutos
control se observd cuando se realizaron las determinaciones de azucares neutros (Figura 7), con
la diferencia de que en este caso se vio reducido el contenido de azucares neutros de la FSyazcos.
Los resultados muestran que la solubilizacion de pectinas en las distintas fracciones es retrasada

como consecuencia de los tratamientos con ozono.
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Figura 7: AzUcares neutros en las fracciones solubles en agua, CDTA y carbonato de sodio de frutos de

tomate control y tratados con ozono y almacenados a 20°C por 9 d. LSD (e= 0,05) = 7,1%

5.2.2. Depolimerizacion de pectinas

La depolimerizacion de pectinas podria contribuir a incrementar la solubilizacion y facilidad
de extraccion de estos componentes (Brummell y Labavitch, 1997). En ese sentido, se decidio
determinar los cambios en el tamafio molecular de las pectinas por cromatografia de exclusion
molecular. Los resultados de la cromatografia para las fracciones solubles en Na,CO; de los frutos
control y tratados con ozono se presentan en la Figura 8. Los perfiles hallados muestran que el
proceso de depolimerizacidon de pectinas fue retrasado como consecuencia de la exposicion a la

atmosfera enriquecida en ozono.
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Figura 8: Cromatografia de exclusion molecular de las fracciones solubles en Na,CO; en frutos de tomate

control y tratados con ozono y almacenados a 20°C por 9 d. V,, volumen muerto; V,, volumen total.

5.2.3. Solubilizaciéon de hemicelulosas

Por ultimo, las fracciones enriquecidas en hemicelulosas se obtuvieron a partir del residuo
del fraccionamiento de pectinas con KOH 4% y 24%. La primera fraccion suele ser enriquecida en
compuestos hemicelulésicos menos fuertemente unidos a la pared (glucomananos y mananos).

Mientras que la extraccién con KOH 24% suele contener principalmente xiloglucano (Figura 9).

Residuo de fraccionamiento de pectinas

< 1°Extraccion con KOH 4%
a4°Cpor6h

Fraccion soluble en KOH 4% (FS,,)

2° Extraccion con KOH 24 %
a4°C6h

Fraccion soluble en KOH 24% (FS,,,)

Figura 9: Esquema del fraccionamiento de hemicelulosas a partir del residuo de extraccion de pectinas.
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En el presente trabajo, no se observaron diferencias significativas en el contenido de
azucares neutros en frutos control y tratados durante el almacenamiento en las fracciones
hemicelulésicas (Figura 10). La depolimerizacion y solubilizacién de los xiloglucanos es una
caracteristica de la mayor parte de los frutos en maduracion, incluyendo al tomate. De todos
modos se ha observado que en general estos cambios ocurren en estadios tempranos o
intermedios del proceso de maduracion (Rose y col., 1998; Maclachlan y Brady, 1994).

En sintesis, se observa una menor solubilizaciéon y depolimerizacién de las pectinas como
consecuencia del tratamiento con ozono, pero no de hemicelulosas. Algunos trabajos han
descripto que la exposicion de plantas al ozono incrementa la acumulacion de compuestos
antimicrobianos (Sandermann y col., 1998) y esto se ha asociado con la reduccién en el ataque de
patégenos en tejidos tratados. De todos modos se conoce que la pared celular constituye también
una barrera importante contra le desarrollo de microorganismos (Cantu y col.,, 2008) y los
resultados del presente estudio sugieren que mas alla de la activacién de mecanismos de defensa
es posible que el retraso en la degradacién de pared celular contribuya a reducir la susceptibilidad

al desarrollo de microorganismos en frutos tratados con ozono.

A mmmm Control LSD |
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Figura 10: Contenido de azUcares neutros en las fracciones solubles en KOH A- 4% y B- 24%, en frutos
control y tratados con ozono y almacenados a 20°C por 9 d. La barra representa la diferencia minima

significativa (LSD) a un nivel de significancia de o= 0,05.
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5.3. EFECTO DE TRATAMIENTOS CON OZONO SOBRE LA ACTIVIDAD DE ENZIMAS QUE
DEGRADAN LAS PECTINAS DE LA PARED CELULAR DE TOMATE.

La degradacién de paredes celulares durante el desarrollo se debe a la accion de

numerosas enzimas, por lo que se decidié estudiar los cambios en la actividad de aquellas
vinculadas al metabolismo de pectinas ya que fue precisamente en esta fraccion en la que se

encontraron mayores cambios en la pared entre frutos control y tratados con ozono.

5.3.1. Actividad B—galactosidasa (B-gal)

Como se menciond anteriormente la pérdida de galactosa es particularmente marcada en
el caso de tomate (Gross y Sams, 1984). Mas aun, se ha sugerido que estos cambios se asocian
con un incremento en la solubilizacién de las pectinas. El clivaje de polimeros conteniendo
galactosa se vincula con la actividad de la enzima B-galactosidasa (-gal). Durante el desarrollo
de tomate se expresan al menos 7 genes que codifican para B-gal (Smith y Gross, 2000). En
nuestro trabajo no se hallaron diferencias en la actividad de esta enzima entre frutos control y
tratados (Figura 11), sugiriendo que la menor solubilizacién de pectinas observada en los frutos
tratados no estaria asociada con diferencias en el clivaje de galactosa. De todos modos, la
confirmacién de esto requeriria el analisis de los cambios en los niveles de este azucar en las
fracciones pécticas.
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Figura 11: Actividad p-galactosidasa (f-gal) en frutos de tomate control y tratados con ozono y

almacenados a 20°C por 9 d. La barra representa la diferencia minima significativa (LSD) a un nivel de

significancia de o= 0,05.
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5.3.2. Actividad poligalacturonasa (PG)

En tomate se conoce que la enzima PG participa en el clivaje de poliurénidos (Carrington y
col.,, 1993). Resulta interesante que en nuestro estudio a pesar de hallar diferencias en la
depolimerizacion de pectinas entre frutos control y tratados (Figura 8), no se observaron
diferencias significativas en la actividad PG (Figura 12). Esto sugiere que modificaciones en la
degradacion de polimeros parietales observada en los frutos tratados con ozono (menor

solubilizacién y depolimerizacion) tampoco se deberian a cambios en la actividad PG.
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Figura 12: Actividad poligalacturonasa (PG) en frutos de tomate control y tratados con ozono y
almacenados a 20°C por 9 d. La barra representa la diferencia minima significativa (LSD) a un nivel de

significancia de o= 0,05.

5.3.3. Actividad pectin metilesterasa (PME)

Los resultados mostraron que si bien inmediatamente luego del tratamiento con ozono no
se encontraron diferencias, los frutos tratados luego de 9 d de almacenamiento presentaron una
actividad PME 50% menor que los frutos control (Figura 13). Rico y col., (2006) también hallaron
que la actividad PME fue reducida en lechuga como consecuencias de tratamientos con ozono. El
sustrato de PG en la pared celular es principalmente el homogalacturonano el cual es secretado a
la pared celular altamente metil-esterificado y debe ser desesterificado para ser sustrato de PG
(Williats y col., 2001). En ese sentido, la reduccion en la actividad PME podria estar relacionada
con la menor depolimerizacion de pectinas que se observa en los frutos tratados con ozono y
potencialmente con el menor ablandamiento. Si bien esto pareceria estar en contraposicién con
resultados recientes en los que la supresion de PME1 aceleré el ablandamiento de frutos (Phan y
col., 2007), resulta importante destacar que PME1 representa la isoforma predominante en frutos
en estadios tempranos de desarrollo, siendo su contribuciéon minima en frutos maduros, en los que

PME2 seria la forma mas abundante. Trabajos previos en los que se redujo la actividad de la
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enzima en estadios avanzados de maduracion, mostraron, al igual que lo observado en respuesta
a los tratamientos con ozono, una marcada disminucién en la depolimerizacion de pectinas
(Tieman y col., 1992; Tieman y Handa, 1994). Con respecto a la firmeza, llamativamente en los
trabajos mencionados luego de 5 semanas de almacenamiento a 25 °C, los frutos suprimidos en
PME mostraron una pérdida de integridad de los tejidos sugiriendo un rol de las interacciones con
calcio en la manutencién de la estructura de frutos sobremaduros. No obstante, en el estadio rojo
maduro los frutos suprimidos en PME presentaron valores de firmeza algo superior a los frutos
control. En este escenario resultaria posible especular que el retraso en la degradacion de la
pared celular en los frutos tratados con ozono podria asociarse con la menor actividad PME y que

constituye un pre-requisito para la accion de PG.
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Figura 13: Actividad pectin metilesterasa (PME) en frutos de tomate control y tratados con ozono y
almacenados a 20°C por 9 d. La barra representa la diferencia minima significativa (LSD) a un nivel de

significancia de o= 0,05. El asterisco muestra diferencias significativas del respectivo control.

De todos modos resulta posible que las diferencias en el ablandamiento observadas se
deban a cambios en otras enzimas como pectato liasa que se conoce es activa en tomates (An y
col., 2005). No es posible descartar la existencia de modificaciones en la matriz de proteinas de
pared celular en los frutos tratados, que podrian también contribuir potencialmente a retrasar el
ablandamiento. En plantas se ha sugerido que el entrecruzamiento oxidativo de proteinas puede
provocar su rapida insolubilizacién reforzando la pared (Brisson y col., 1994). Fry (1982) mostré
que las proteinas parietales pueden entrecruzarse por asociacion de dos residuos de tirosina
(para formar di-tirosina) y trabajos previos describieron que los tratamientos con ozono pueden
favorecer la formacion de este tipo de enlaces (Ignatenko y Cherenkevich, 1985; Verweij y col.,
1982). Inclusive, esta red de proteinas contribuiria en las respuestas iniciales de defensa al

ataque de patdgenos (Ribeiro y col., 2006).
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6. Conclusiones




Los tratamientos con dosis apropiadas de ozono permiten retrasar el
ablandamiento en tomate y provocan una menor solubilizaciéon vy

depolimerizacion de pectinas pero no de hemicelulosas

Los tratamientos no afectan la actividad de las enzimas @galactosidasa y
poligalacturonasa pero reducen significativamente la actividad de pectin
metilesterasa. La menor actividad de esta ultima enzima podria contribuir a

retrasar la degradacion de la pared celular en los frutos tratados con ozono.

De todos modos no es posible eliminar otras posibilidades como la
reduccion en la actividad de pectato liasa o bien el entrecruzamiento de
proteinas que podrian modificar la pared celular en los frutos tratados con
ozono Yy potencialmente contribuir a la reduccion del ablandamiento

observado.

Ciertos trabajos han mostrado que la exposicion de plantas al ozono
incrementa la acumulacion de compuestos antimicrobianos y esto se ha
asociado con la reduccion en el ataque de patégenos en frutos tratados. No
obstante, es posible que mas alla de la activacion de mecanismos de defensa
el retraso en la degradacion de pared celular contribuya a reducir la
susceptibilidad al desarrollo de microorganismos en frutos tratados con

ozono.
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